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Resumé
Le sang joue un röle essentiel dans Ie maintien de 1'équilibre physiologique.
Continuellement en mouvement au sein de son système vasculaire, il irrigue les
tissus de 1'organisme en leur apportant tous les elements indispensables a leur
metabolisme et en assurant 1'évacuation de leurs déchets vers les organes qui les
éliminent. Il est done important que le sang demeure confine dans son appareil
circulatoire. C'est ainsi qu'a tout accident vasculaire, 1'organisme répond
immédiatement par un mécanisme de defense qui lutte contre 1'écoulement du sang
hors d'un vaisseaux sanguin. L'hémostase est 1'ensemble des phénomènes
physiologiques qui participent a la prevention et è 1'arrêt des hémorragies.
Processus rapide et efficace, l'hémostase doit être localisée et non extensive. Sa
localisation est assurée par 1'afflux immédiat des plaquettes circulantes, suivi de leur
adhesion, sur le site d'une brèche vasculaire. Ce mécanisme appelé /i^mrwrase
primairÉ' conduit a 1'agrégation de plaquettes, focalisant ainsi les reactions
enzymatiques de la coagM/ar/on sur les membranes de ces mêmes plaquettes activées.
Mécanisme amplifié par de nombreuses reactions enzymatiques séquentielles, la
coagulation aboutit è la formation de la thrombine, qui transforme le fibrinogène
piasmatique soluble en fibrine insoluble. Cette fibrine en polyménsant constitue
l'armature finale du caillot hémostatique. Enfin, devant être non extensive et
exclusivement localisée au site de la paroi vasculaire lésée, l'hémostase est
efficacement limitée par les inhibiteurs plasmatiques de proteases.
Nos recherches presentees dans ce mémoire ont eu pour objet 1'étude de la
pr0r/!r0mfcj>ia.ïe, complexe enzymatique responsable de la conversion de la
prothrombine en thrombine. La prothrombinase est constituée par 1'association du
facteur Xa, 1'enzyme, et du cofacteur-facteur Va sur une surface phospholipidique en
presence de 1'ion calcium.
Le sang étant continuellement en mouvement, le mécanisme de la coagulation,
et par conséquent celui des reactions enzymatiques, est influence par des
phénomènes dynamiques induits par le flux sanguin. Pour cette raison nous avons
développé un système experimental afin de permettre une investigation des capacités
enzymatiques de la prothrombinase dans des conditions de flux controle. Brièvement
exposé, notre système appelé 'tubular flow reactor" est constitue d'une micro-pipettc
en verre dont la paroi interne a été recouverte d'une double couche
phospholipidique. Sur cette surface procoagulante. composée de phosphatidyl-
sérines et de phosphatidyl-cholines, est assemble le complexe prothrombinase. Son
activité enzymatique est mesure par la thrombine générée, a 1'aide d'un substrat
chromogénique spécifique. Le flux au travers du réacteur est assure par la perfusion
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des elements protéiques a 1'aide d'une seringue reliée a une pompe qui permet un
controle précis du debit.
Notre première investigation fut d'établir précisément les limites de notre
système. Nous avons ainsi démontré qu'a 1'intérieur du réacteur, dans des conditions
déterminées, c'est a dire pour un flux de 30 (il/min et a 37°C, la production de
thrombine pouvait aisément être limitée par la vitesse du transport de la
prothrombine présente dans la phase fluide vers la surface catalytique. Cette situation
est caracténsée par Ie fait que la quantité de molecules de prothrombinase adsorbée
sur la membrane phospholipidique est capable de convertir plus de prothrombine
qu'elle n'en rec.oit, et ceci, dans les conditions de notre investigation, bien qu'un seul
site sur vingt soit occupé par un complexe prothrombinase. Done, de fac,on a pouvoir
analyser Ie reel potentiel enzymatique de la prothrombinase, Ie réacteur fut préparé
avec un nombre de molecules de prothrombinase suffisamment bas pour exclure
toute situation limitée par la concentration de prothrombine perfusée. Dans de telles
conditions, nous avons pu determine Ie K„, et la constante catalytique, kc»t (turnover),
de la prothrombinase en faisant varier la concentration en substrat. Nous avons ainsi
determine une constante K„, de 3 nM et un k<:„ de 60 s ' . Des experiences réalisées è
différents flux ont démontré que Ie "turnover" de la prothrombinase était insensible
aux variations de debit dans Ie réacteur.
Dans un système clos utilisant des vésicules phospholipidiques en suspension
comme supports procoagulants, Ie Km de la prothrombinase est approximativement
de 0.2 (J.M. II apparait done que notre système experimental d'étude de la
prothrombinase. permet a 1'enzyme d'atteindre une meilleure perfection cinétique.
L'efficacité de la prothrombinase dans Ie réacteur étant connue, nous avons
ensuite étudié dans des conditions identiques de flux et de composition de la
membrane phospholipidique, 1'action inhibitrice de 1'antithrombine (inhibiteur
plasmatique de la thrombine et du facteur Xa). associée ou non a de 1'héparine, sur
son comportement enzymatique. Maitrisant parfaitement les limites de notre système,
nous avons pu analyser la cinétique de cette inhibition dans des conditions
expérimentales oü la production de thrombine était proportionnelle a la densité de
prothrombinase adsorbée sur la membrane phospholipidique. Nous avons démontré
qu'en / 'akwice <te pror/iro/nfeine, 1" anti thrombine se révélait être un inhibiteur
efficace du factor Xa. associé au factor Va sur la membrane phospholipidique. Nous
avons également pu montrer. que dans des conditions identiques, i'addiüon
d'héparine accélérait. comme prévu, et dune fac,on significative, la vitesse
d'inhibition de la prothrombinase. L'utilisation d'héparines de différents poids
moléculaires pour catalyser 1'action inhibitrice de 1'antithrombine, fut également
étudiée. Il ressort de ces experiences que dans notre modèle d" investigation, une
étroite correlation existe entre la longueur de la chaine saccharidique des héparines et
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la constante d'inhibition. Ainsi, 1'efficacité "anti-prothrombinase" du complexe
antithrombine-héparine augmente avec Ie poids moleculaire de 1'héparine.
Etudiée également en presence Je prorArom&me, la prothrombinase s'est
révélée être beaucoup moins accessible a Faction inhibitrice de rantithrombine. A
des concentrations d'antithrombine supérieures a sa concentration plasmaüque, ou
bien stimulée par 1'addition d'héparine, 1'antithrombine, durant la conversion de la
prothrombine - c'est a dire lorsque Ie substrat occupe Ie site enzymatique de
1'enzyme - n'était plus qu'un faible inhibiteur de la prothrombinase. Une étude plus
détaillée nous a permis de démontrer que la prothrombine protégeait Ie facteur Xa,
par sa presence sur Ie site même d"intervention de 1'antithrombine. Ce résultat,
traduit dans Ie langage cinétique comme étant une competition entre 1'antithrombine
et la prothrombine, est indiscutablement lié au faible K„, de 3 nM décrit
précédemment.
La presence de la prothrombine s'est aussi révélée essentielle pour I'association
et la stabilité de la prothrombinase. Phénomène vérifié sur une membrane
phospholipidique constituée de la phosphatidyl-choline, et d'une faible proportion
(inférieure a 10 mol%) de phosphatidyl-sérine. La phosphatidyl-sérine étant Ie
principal element phospholipidique determinant la capacité procoagulante de la
membrane, une baisse de sa concentration entraine directement une baisse de
1'affinité du facteur Xa et du facteur Va pour la membrane. Cependant, nous avons
démontré que la prothrombine, pendant Ie processus de sa conversion, pouvait
activement participer au renversement de cette tendance en stabilisant Ie complexe
prothrombinase. Ce phénomène apparemment caractéristique d'une membrane avec
un faible contenu en phosphatidyl-sérine est apparu aboli par 1'incorporation de
phosphatidyl-éthanolamine dans la membrane. Bien que la phosphatidyl-
éthanolamine soit un lipide neutre incapable de promouvoir 1'activité de la
prothrombinase, il semble qu'elle participe néanmoins activement a promouvoir
1'assemblage de ce complexe enzymatique. Cet effet étant mesurable uniquement sur
une membrane avec un faible contenu en phosphatidyl-sérine, il est probable que la
phosphatidyl-éthanolamine joue un róle de catalyseur dans 1'affinité des elements
protéiques de la prothrombinase avec la phosphatidyl-sérine.
Enfin pour étendre notre étude a des conditions se rapprochant du modèle
physiologique, nous avons étudié 1'activité du complexe prothrombinase a la surface
des plaquettes sanguines. Brièvement. ce nouveau système est compose d'une fine
lame de verre recouverte par un film de fibnnogène. Cette lame est ensuite déposée a
1'intérieur dune chambre a flux ("flow chamber"). Après incubation, les plaquettes
se fixent sur Ie fibrinogène immobilise et, a la suite d'une succession de changementó
morphologiques, exposent un ensemble non-uniforme de surfaces procoagulantes.
Nous avons observe que seules les plaquettes adhérées présentant une forme
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circulaire, exposaient des sites procoagulants et que 1'apparition de ces formes
caractéristiques était dependant du calcium. Pour mesurer 1'activité de la
prothrombinase a la surface de ces plaquettes activées, nous avons perfuse la
chambre a flux avec du facteur Xa, du facteur Va et de la prothrombine. en presence
de l'ion calcium. Ce système a révélé que les plaquettes adhérées sur Ie fibrinogène
exposaient des surfaces procoagulantes de grande affinité avec la prothrombinase.
Sachant qu'une plaquette activée, en plus de la phosphatidyl-sérine, expose entre
autres de la phosphatidyl-éthanolamine, il est tentant de comparer ce résultat avec
celui trouvé dans Ie système precedent. Il est en effet probable que comme dans Ie
cas d'une "membrane synthétique", la phosphatidyl-éthanolamine contribue
activement aux propriétés procoagulantes de la plaquette activée. ». - > ;
En conclusion, cette étude a permis une mesure quantitative de 1'activité de la
prothrombinase, sur une surface macroscopique, soumise a la dynamique d'un flux.
Elle a également démontré, que dans certaines conditions Ie substrat prothrombine
pouvait jouer un röle protecteur ou stabilisateur du complexe prothrombinase. Enfin,
elle a confirmé que les plaquettes activées pouvaient exposer de performantes
surfaces procoagulantes, supports physiologiques pour la formation de thrombine.
• • ' " *
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Samenvatting
Bloed voorziet, onafgebroken in beweging binnen zijn vaatstelsel, alle weefsels
van het organisme van de onmisbare elementen voor hun stofwisseling en voert de
afbraakprodukten af naar de organen die het vervolgens verwijderen. Het is dus
belangrijk dat het bloed binnen het vaatstelsel blijft. Daarom wordt iedere aanval op
de integriteit van de bloedvaten onmiddellijk door het organisme beantwoord met
een verdedigingssysteen dat bloedverlies probeert tegen te gaan. Het geheel van de
fysiologische verschijnselen dat deelneemt in het voorkomen en stoppen van
bloedingen wordt haemostase genoemd.
Omdat bloedstelping een snel en efficient proces is, moet de haemostase
gelocaliseerd blijven tot die plaatsen waar dit nodig is en zich niet uitbreiden naar
plaatsen waar bloedstelping een verstopping van het vaatstelsel veroorzaakt.
Localisatie van het proces van haemostase wordt in eerste instantie bewerkstelligd
door de in de bloedcirculatie aanwezige cellen en wel de trombocyten
(bloedplaatjes). Trombocyten hechten zich aan de wand van het beschadigde
bloedvat. Dit mechanisme, primaire haemostase geheten, leidt tot een lokale
samenklontering van trombocyten en doet de bloeding stoppen. Vervolgens treedt
een tweede verdedigingssysteem in werking: de bloedstolling. Aan het oppervlak van
de verkleefde bloedplaatjes wordt door een serie opeenvolgende enzymatische
reacties trombine gevormd. Trombine zet het oplosbare plasma eiwit fibrinogeen om
in het onoplosbare fïbrine. Een netwerk van fibrinedraden zorgt voor een stevige
verankering van de bloedplaatjesprop aan de beschadigde vaatwand. Onder normale
omstandigheden beperkt de fibrinevorming zich tot de plaats van de beschadiging,
omdat in het plasma verschillende remstoffen van de fibrinevorming aanwezig zijn.
Onze onderzoekingen, gepresenteerd in dit proefschrift, hadden het
prothrombinase, een enzymatisch complex dat verantwoordelijk is voor de omzetting
van protrombine in trombine, als onderwerp. Het protrombinase wordt gevormd door
de complexvorming van serineprotease geactiveerd factor X (factor Xa) en de
cofactor-factor Va op een fosfolipide-oppervlak. Om de situatie in stromend bloed zo
goed mogelijk na te bootsen hebben we een experimenteel systeem ontwikkeld
waarmee we de vorming en het funktioneren van het protrombinase onder goed
gedefinieerde stromingscondities konden bestuderen. Kort uiteengezet beslaat ons
systeem uit een glas-capillair waarvan de binnenwand is bedekt door een dubbele
fosfolipidenbilaag. Door dit capillair met de fosfolipide-membraan kunnen we
oplossingen van verschillende samenstellingen laten stromen om de vorming en
enzymatische aktiviteit van het prothrombinase complex te bestuderen. »j ,>•
Ons eerste onderzoek betrof het nauwkeurig vaststellen van de grenzen van ons
systeem. We hebben aangetoond dat aan de fosfolipide-laag (in het glascapillair) de
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productie van trombine zeer snel beperkt wordt door de snelheid waarmee het
substraat van het prothrombinase complex, protrombine, van de vloeistof fase naar
het catalytisch oppervlak kan worden getransporteerd. Deze situatie wordt
gekenmerkt door het feit dat de hoeveelheid fosfolipid-gebonden protrombinase
sneller protrombine omzet dan er aangevoerd kan worden. Om de werkelijke
enzymatische capaciteit van het protrombinase te kunnen analyseren, werd de
fosfolipide laag in het glascapillair bezet met zeer weinig protrombinase (0.1
fmol/cm*) zodat de snelheid waarmee protrombine wordt omgezet evenredig is met
de hoeveelheid protrombinase en niet beperkt wordt door het transport van
protrombine naar het catalytisch oppervlak.
Onder deze omstandigheden hebben we voor prothrombinase bepaald hoeveel
protrombine nodig is om een half-maximale snelheid van trombinevorming te krijgen
(K„) en wat de de catalytische constante (kc«) is. We vonden een 100-keer lagere K„,
(3 nM) dan werd gerapporteerd voor microscopische fosfolipide-oppervlakken
(vesicles). De k ,^, (60 s ') was in beide systemen vergelijkbaar. We vonden dat de
stromingscondities geen effect hadden op de catalytische efficiëntie van het
protrombinase aan macroscopische oppervlakken, zoals in het glascapillair.
De bijzonder efficiënte omzetting van protrombine door het protrombinase aan
macroscopische fosfolipide-oppervlakken, bracht ons er toe om het effect van
protrombine op de remmende werking van antitrombine op het protrombinase
complex te bestuderen. Omdat we eerder de beperkingen van ons stromingsmodel in
een glascapillair hadden bestudeerd, konden we deze remming bestuderen onder
omstandigheden waarin de productie van trombine evenredig was met de
protrombinase dichtheid op het fosfolipiden-oppervlak. We hebben aangetoond dat,
in afwezigheid van protrombine, antitrombine zich ontpopte als een effectieve
remmer van het factor Xa in complex met factor Va op het fosfolipide-membraan.
We hebben ook kunnen aantonen dat, onder identieke omstandigheden, de
toevoeging van heparine de snelheid van inactivering van protrombinase, door
antitrombine. zeer sterk verhoogt. Hierbij kwam tevens naar voren dat er een nauwe
correlatie bestaat tussen de lengte van de heparine keten en de catalytische werking
van heparine op de inactivering van het protrombinase door antitrombine; de
antiprotrombinase-activiteit van het antitrombine-heparine complex neemt toe met
het molecuulgewicht van heparine. Evenzo interessant was de vinding dat
protrombine het protrombinase beschermt tegen de inactivering door antitrombine-
heparine. Bij de plasmaconcentratie van prothrombine werd protrombinase niet
geïnactiveerd door een plasma concentratie aan antitrombine.
Een meer gedetailleerde studie toonde aan dat de bescherming door protrombine
berust op een competitie tussen protrombine en antitrombine voor het actieve
centrum van protrombinase. Omdat zeer geringe hoeveelheden protrombine (ca.3nM)
reeds een half-maximale bezetting van het protrombinase bewerkstelligen, is het
1Y4
CTuytfw *
voor antitrombine zeer moeilijk om ook aan het actieve centrum van protrombinase
te binden.
De aanwezigheid van protrombine is ook essentieel gebleken voor de vorming
van het protrombinase complex op een fosfolipide-membraan met een laag
fosfatidylserinegehalte (< 10 mol %). De affiniteit van zowel factor Va als factor Xa
voor een fosfolipide-membraan neemt sterk af met het fosfatidylserine gehalte. Bij
een beperkende hoeveelheid factor Xa en factor Va vonden we dat de aanwezigheid
van protrombine in sterke mate bijdroeg tot de vorming van het protrombinase. Als
verklaring hiervoor nemen we aan dat door de affiniteit die protrombine heeft voor
factor Va, factor Xa en fosfolipiden, protrombine kan optreden als een extra
verankering van het factor Xa-factor Va complex aan een fosfolipide-membraan met
lage affiniteit voor factor Xa. Deze rol van protrombine heeft tevens tot gevolg dat
de hoeveelheid protrombinase mede bepaald wordt door de hoeveelheid protrombine
in de nabijheid van protrombinase. Omdat protrombinase het protrombine omzet in
trombine, zal een toename in protrombinase een afname in de hoeveelheid
protrombine betekenen en dus resulteren in een afname van de hoeveelheid
protrombinase.
We vroegen ons af of dit zelfregulerend vermogen van protrombinase ook op
fosfolipidelagen, met een fysiologisch relevante samenstelling, aanwezig zou kunnen
zijn. Toevoegen van het in natuurlijke membranen voorkomende fosfatidylethanolamine
aan membranen met een gering gehalte aan fosfatidylserine, zorgden voor
fosfolipide-membranen met een hoge affiniteit voor protrombinase. Het gevolg is dat
protrombine van weinig belang meer is voor protrombinase complexvorming aan
dergelijke fosfatidylethanolamine bevattende membranen. We hebben deze
bevinding getoetst in een experimentele opzet met geactiveerde bloedplaatjes die we
hebben laten hechten aan een met fibrinogeen bekleed glasplaatje waarover een
oplossing van factor Va, factor Xa en/of protrombine stroomt. Met deze opzet
hebben we aangetoond dat het oppervlak van de gehechte bloedplaatjes op het
geimmobiliseerde fibrogeen een grote affiniteit heeft voor het protrombinase. Met
geringe hoeveelheden factor Va en factor Xa kan er voldoende protrombinase
gevormd worden voor een significante trombinevorming aan dergelijke fysiologisch
relevante macroscopische oppervlakken.
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